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ABSTRAK
A.Rianti Rhasinta Alifha R. O11112112. Pengaruh Pemberian Bisphenol-A
(BPA) Terhadap Kualitas Sperma Kucing  Domestik Jantan (Felis Domestica).
Dibimbing oleh FIKA YULIZAPURBA dan YUKO M ADI KURNIAWAN.
Bisphenol-A (BPA) adalah bahan utama pembuatan plastik polikarbonat.
Plastik polikarbonat merupakan salah satu plastik yang sering digunakan dalam
keseharian. Infertilitas kucing sebagai hewan kesayangan merupakan hal yang
menjadi perhatian oleh masyarakat. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui dan mengamati perubahan pada kualitas sperma kucing domestik
jantan (Felis domestica) yang diberikan bisphenol-A (BPA) peroral. Sampel yang
digunakan pada penelitian ini adalah 24 ekor kucing jantan domestik yang dibagi
menjadi 4 kelompok perlakuan yaitu kelompok 1 sebagai kelompok kontrol,
kelompok 2 dengan perlakuan pemberian bisphenol-A peroral 5 mg/kg BB,
kelompok 3 dengan perlakuan pemberian bisphenol-A peroral 10 mg/kg BB, dan
kelompok 4 dengan perlakuan pemberian bisphenol-A peroral 100 mg/kg BB.
Pemberian BPA dilaksanakan selama 5 hari peroral. Koleksi dan pengamatan
sperma dilakukan di Laboratorium Program Studi Kedokteran Hewan. Penelitian
ini menggunakan uji statistik ANOVA. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
BPA berpengaruh terhadap kualitas sperma yakni, penurunan pada konsentrasi,
motilitas, viabilitas sperma serta peningkatan abnormalitas sperma. Penelitian
lebih lanjut perlu dilakukan terhadap senyawa estrogenik seperti bisphenol-A
(BPA) untuk melihat apakah ada pengaruh pada organ lainnya.
Kata Kunci: Bisphenol-A (BPA), Kucing, Sperma.
vABSTRACT
A.Rianti Rhasinta Alifha R. O11112112. Effect of Bisphenol-A (BPA) on the
Sperms Quality of Domestic Male Cat (Felis domestica). Supervised by FIKA
YULIZAPURBA dan YUKO M ADI KURNIAWAN.
Bisphenol-A (BPA) is the main ingredient in polycarbonate plastics
manufacture. Polycarbonate plastic is a plastic commonly used in everyday life.
Cats infertility as pet is a matter of concern in the community. The purpose of this
study was to determine and observe the changes in sperm quality of domestic
male cat (Felis domestica) that has been given bisphenol-A (BPA) orally. The
sample used in this study were 24 domestic male cats that was divided into 4
different groups: group 1 as the control group, group 2 with the treatment of
bisphenol-A orally 5 mg / kg, group 3 with treatment of bisphenol-A orally 10 mg
/ kg, and group 4 with treatment of bisphenol-A orally 100 mg / kg. BPA
administration was given for 5 days orally. Sperm collection and observation
conducted at the Laboratory of Veterinary Studies Program. The analysis of this
study is using ANOVA statistical test. The results of this study showed that BPA
affects the quality of sperm in which; there is a declining in concentration,
motility, sperm viability and more frequent sperm abnormalities. Further research
needs to be done toward this estrogenic compound bisphenol-A (BPA) to see if
there is an influence on other organs.
Keywords: Bisphenol-A (BPA), Cat, Sperm.
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1BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang
Plastik merupakan bahan yang banyak dijumpai dan digunakan dalam
kehidupan sehari-hari, baik untuk keperluan rumah tangga, perkantoran,
pertanian/ perkebunan, perindustrian, dan sebagainya. Salah satu plastik yang
sering digunakan adalah plastik polikarbonat. Plastik jenis ini digunakan antara
lain untuk pembuatan botol susu bayi, kemasan pangan, perabotan makan dan
minum (termasuk botol air minum), lensa kacamata, CD, DVD, perlengkapan
medis, dental sealants, termasuk  kertas untuk ATM dan mesin penghitung uang.
Bahan utama pembuatan plastik polikarbonat adalah senyawa 2,2-bis propan atau
yang dikenal sebagai Bisphenol-A (BPA).
Meskipun BPA membuat plastik menjadi keras dan tahan guncangan,
pengujian memperlihatkan bahan itu dapat meleleh ke dalam makanan dan
minuman saat dipanaskan. Berbagai studi telah meperlihatkan bahwa bahan kimia
tersebut dapat meniru hormon estrogen dan telah dikaitkan dengan kanker serta
ketidaksuburan pada hewan (Harahap, 2009).
Sebuah penelitan yang telah diterbitkan dalam jurnal Environmental
Science & Technology mengukur kadar BPA dalam berbagai makanan kaleng dan
makanan segar manusia, serta makanan kaleng dan kemasan plastik kucing dan
anjing. Penemuan tersebut mengemukakan bahwa makanan kaleng dan kemasan
plastik dari kucing dan anjing memiliki tingkat kadar BPA yang rendah
dibandingkan dengan manusia (Ehrlich et al., 2014). Kadar BPA pada kemasan
makanan kucing 13-136 ng/g dan 11-206 ng/g pada kemasan makanan anjing.
Hasil lain penelitian tersebut menunjukkan makanan kaleng hewan kosong yang
dipanaskan dengan autoclave pada suhu 121oC selama 30 menit mengandung
BPA dengan konsentrasi antara 7 dan 31 ng/ml (Kang, 2002). Pada paparan yang
lama kadar BPA yang rendah dapat memberikan efek negatif terhadap kesehatan
kucing dan anjing.
Penelitian in vitro maupun in vivo terus dilakukan sejak penemuan Dodds
and Lawson (1936) yang mengatakan bahwa BPA memiliki aktivitas estrogenik
dalam sistem biologi. Penelitian oleh Chaboud et al., (2001) juga menegaskan
bahwa BPA menimbulkan gangguan pada hampir semua parameter yang
berhubungan dengan sistem reproduksi pada tikus baik jantan maupun betina.
Kucing sebagai salah satu hewan karnivora yang banyak dipelihara
sebagai hewan kesayangan sering dikembangbiakkan oleh karena itu dibutuhkan
penelitian-penelitian mengenai reproduksi hewan tersebut. Fertilitas kucing jantan
dan betina menentukan keberhasilan proses reproduksi, salah satu cara
mengetahui fertilitas kucing jantan adalah dengan menguji kualitas spermanya.
Maka dari itu dilakukan penelitian tentang “Pengaruh Bisphenol-A (BPA)
Terhadap Kualitas Sperma Kucing Jantan (Felis Domestica)”.
21.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah bagaimana kualitas sperma
kucing domestik jantan (Felis domestica) yang diberikan Bisphenol-A (BPA)
peroral?
1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui kualitas sperma
kucing domestik jantan (Felis domestica) yang diberikan Bisphenol-A (BPA)
peroral.
1.3.2 Tujuan Khusus
Tujuan khusus penelitian ini adalah :
a) Untuk mengetahui kualitas sperma kucing normal dan kualitas
sperma kucing  yang diberikan bisphenol-A peroral.
b) Untuk mengetahui pengaruh berbagai tingkat konsentrasi paparan
BPA peroral terhadap kualitas sperma kucing jantan (Felis
domestica)
1.4  Manfaat Penelitian
Manfaat penelitian ini adalah :
a) Sebagai bahan edukasi pada masyarakat tentang bahaya bisphenol-A
(BPA) bagi hewan peliharaan.
b) Sebagai referensi untuk penelitian selanjutnya.
1.5 Hipotesis
Hipotesis penelitian ini adalah adanya perubahan yang buruk pada kualitas
sperma kucing domestik jantan (Felis domestica) yang diberikan bisphenol-A
(BPA) peroral.
1.6 Keaslian Penelitian
Penelitian terakhir mengenai efek paparan bisphenol-A dilakukan oleh
Gurmeet KSS et al.,(2014). Hasil pada penelitian tersebut menunjukkan bahwa
hewan coba yaitu tikus mengalami penurunan spermatogenesis. Penelitian lainnya
menunjukkan banyak efek yang merugikan pada tikus setelah diberi paparan BPA
dengan kadar tinggi. Efek tersebut termasuk cepat pubertas (Howdeshell et al.,
1999), peningkatan obesitas (Grün and Blumberg, 2009), komplikasi kehamilan
(Berger et al., 2008), cacat pada organ reproduksi laki-laki dan perempuan
(Richter et al., 2007), efek pada organ prostat, dan peningkatan malignansi (Hunt
et al., 2009), sedangkan pengaruh bisphenol-A terhadap sistem reproduksi kucing,
khususnya mengenai kualitas sperma belum dilakukan , padahal hal ini sangat
diperlukan, ditinjau dari besarnya kemungkinan kucing peliharaan terpapar
bisphenol dari kemasan makanan.
3BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Bisphenol-A (BPA)
Bisphenol-A (BPA) merupakan bahan pembuatan epoksi resin, yaitu
pelapis bagian dalam produk kemasan yang terbuat dari logam, misalnya kaleng
untuk pengemas produk pangan olahan, tutup botol, dan pipa penyalur air (EFSA,
2006).
Bisphenol-A sangat banyak diproduksi dewasa ini dan merupakan
monomer dalam sintesis epoksi resin. Epoksi resin digunakan sebagai bahan
pelapis dinding dalam kemasan makanan dan minuman kaleng, perekat, pelapis
pipa saluran air minum, komponen mobil atau pesawat terbang. BPA juga
merupakan bahan dasar industri plastik polikarbonat (termasuk polisulfon, alkil
phenol, polialilat, poliester styrene, dan poliester resin tertentu) yang banyak
digunakan dalam pembuatan compact disk (CD) dan CD-ROM, peralatan rumah
tangga, kemasan makanan dan air mineral, botol minum bayi, mainan anak-anak,
dental sealant, pestisida, fungisida, bahan anti api, antioksidan, stabiliser dalam
produksi polyvynyl chloride (PVC), bahkan dalam sintesis hidrokuinon (Harahap,
2009).
2.1.1 Kimia dan Kegunaan Bisphenol-A
Bisphenol A atau 4,4'-(1-methylethylidene) bisphenol atau 4,4'-
isopropylidenediphenol pada awalnya, pada tahun 1936, mulai diproduksi untuk
digunakan sebagai hormon sintetik. Senyawa organik sintetik ini memiliki rumus
dan berat molekul, berturut turut C15H16O2 dan 228.28 yang dibangun oleh dua
cincin phenol yang dihubungkan oleh sebuah jembatan metil yang mengandung
dua buah gugus fungsional metil (Gambar 1). Umumnya BPA disintesis melalui
reaksi kondensasi aseton dan phenol bersama dengan asam hidroklorida sebagai
katalis.
Gambar 1. Struktur kimia BPA (C15H16O2; molecular weight 228.29) (Harahap, 2009)
Kontaminasi BPA di lingkungan berasal dari bahan buangan dan emisi
yang berasal dari industri produsen epoksi resin, polikarbonat dan resin polisulfat.
Rute utama paparan BPA terhadap manusia adalah inhalasi dan kontak dermal
para pekerja yang terlibat dalam produksi, penggunaan, pengemasan dan
transportasi bahan yang bersangkutan. Disamping itu, rute ingesti juga menjadi
sangat penting mengingat bahan ini juga banyak digunakan sebagai bahan
kemasan makanan dan minuman dan sebagai bahan penahan gigi (dental sealant)
dalam pengobatan dan perawatan gigi (Harahap, 2009).
42.1.2 Aktivitas Estrogenik Bisphenol-A
Walau tidak dikategorikan sebagai bahan berbahaya di kebanyakan negara,
tetapi ternyata BPA dapat bertingkah laku sebagai estrogen analog dalam sistem
biologi. Aktivitas estrogenik BPA pertama kali ditemukan oleh Dodds dan
Lawson (1936). Semenjak penemuan tersebut berbagai penelitian in vivo maupun
in vitro telah dilakukan untuk memahami potensi estrogenik dari BPA. Penelitian
in vivo dan in vitro seperti yang telah dilaporkan oleh Krishnan et al., (1993)
menemukan bahwa dinding tabung atau botol polikarbonat ternyata membebaskan
BPA selama proses sterilisasi dengan autoklaf dan bahan tersebut dapat
menginduksi respon estrogenik pada kultur jamur. Selanjutnya telah dihitung
bahwa potensi estrogenik dari BPA yang terlepas dari dinding tabung tersebut
berkisar 0,00015 kali aktivitas 17-estradiol (E2) (Gaido et al., 1997). Menurut
Kuiper et al. (1997), BPA dapat berinteraksi dengan reseptor estrogen dan
dengan potensi berturut-turut 0,0001 atau 0,0002 kali potensi E2 dan
dietilstilbestrol (DES). Dalam kultur, sel turunan kelenjar hipofisis tikus yang
dikenal responsive terhadap E2, Maruyama et al., (1999) juga melaporkan bahwa
BPA menunjukkan aktifitas estrogenik dengan kekuatan 0,0001 kali kekuatan E2.
Bukti estrogenisitas BPA in vitro lainnya telah banyak dipublikasikan (Meerts et
al., 2001).
Dengan penelitian in vivo, BPA menunjukkan aktivitas estrogenik dengan
kekuatan lebih kurang 0,0001 kali kekuatan E2 dalam merangsang efek uterotrofik
setelah pemberian subkutan pada tikus yang telah diovariektomi (Milligan et al.,
1998). Efek uterotrofik (Ashby & Tinwell, 1998; Jekat et al., 2000; Laws et al.,
2000; Yamasaki et al., 2000; Kim et al., 2001; Matthews et al., 2001) atau efek
perangsangan pertumbuhan kelenjar hipofisis (Goloubkova et al., 2000) atau efek
penrubahan histo fungsional system saraf (Naciff et al., 2002; Ramos et al., 2003)
dari BPA dosis tinggi secara oral atau subkutan juga telah dilaporkan oleh
berbagai kelompok peneliti.
2.2 Kucing Domestik (Felis domestica)
Felis domestica merupakan kucing peliharaan hasil domestikasi sejak
zaman mesir kuno. Kucing ini hanya ditemukan di Mesir dan Negara sekitarnya
saja, namun tidak terdapat di Eropa dan Amerika (Verhoef-Verhellen, 1996).
Pugnetti (1983) mengemukakan kucing domestic merupakan keturunan felis
silvetris (Kucing hutan Eropa) dengan Felis lybica (kucing hutan Afrika).
Kucing digolongkan dalam kelas Mamalia, ordo Karnivora, superfamili
Feloidea, dan famili Felidae (Ewer, 1973). Hampir semua ordo Karnivora
merupakan pemakan daging. Ciri-ciri ordo ini dapat dilihat dari beberapa karakter
morfologi, khususnya struktur gigi yang telah mengalami spesialisasi. Ordo
Karnivora dibagi menjadi dua subordo Feliformia (cat-like) dan subordo
Caniformia (dog-like) (Feldhamer et al., 2003).
Felis domestica merupakan salah satu dari famili felidae yang berukuran
kecil, tetapi merupakan predator yang cerdas dan efisien. Kucing memiliki
karakter fisik antara lain tubuh yang fleksibel dan padat, penglihatan dan adaptasi
visual yang tajam pada malam hari, cakar (kuku) kucing tergolong unik karena
dapat ditarik masuk dan akan dikeluarkan apabila kucing sedang marah ataupun
mencakar , gigi yang tajam, dan pengurangan jumlah gigi mencerminkan adaptasi
karnivora. memiliki jambang yang panjang, kaki depan mampu berotasi sehingga
5pads mampu mencapai muka saat proses washing, kaki belakang kucing yang
mempunyai kekuatan sangat besar dapat membantu kucing pada saat akan
menerkam, dan ekor yang panjang serta fleksibel dapat membantu menjaga
keseimbangan (Edwards, 2005).
Pada kucing penentuan umur relatif sama dengan pola pada anjing yaitu gigi
susu muncul pada 3-4 minggu setelah lahir. Pergantian gigi berakhir sekitar umur
8-9 bulan. Pada usia 1 tahun terlihat gigi putih dan bersih. Sedangkan pada usia 1
- 2 tahun terlihat gigi mulai aus dan muncul karang gigi (kuning) pada beberapa
gigi di belakang gigi. Kemudian pada usia 3 - 5 tahun terlihat adanya karang gigi
(kuning) yang lebih banyak (semua gigi) (Muyle, 2012).
2.3 Organ Reproduksi Jantan
Alat kelamin jantan pada kucing seperti karnivora pada umumnya terbagi
atas empat sub bagian.  Sub bagian pertama meliputi testis, epididimis, duktus
deferens, korda spermatikus, dan tunika. Sub bagian kedua terdiri dari kelenjar-
kelenjar asesoris, dan subbagian ketiga terdiri dari penis, dan yang terakhir uretra
(Junaidi, 2006; Constantinescu, 2007).  Pada gambar 2 dapat dilihat diagram
anatomi dari skrotum, testis dan epididimis, prostat, penis dan preputium.
Gambar 2. Skema anatomi organ reproduksikucing jantan (Constantinescu, 2007)
Testis kucing turun dan menempati skrotum antara minggu kedua dan
ketiga setelah kelahiran. Bentuk testis membulat dan beratnya 1/750 sampai
1/1850 dari bobot badan. Panjang axis setiap testis berorientasi miring,
kranioventral. Tunika albuginea testis kucing tebal dan mediastinum testis terletak
di tengah testis. Didalam tunika albuginea terdapat arteri-arteri berjalan yang
memberikan karakteristik pada permukaan testis (Constantinescu, 2007).
Pada perbatasan dorsolateral dari testis terdapat epididimis yang melekat.
Kaput epididimis dimulai dari medial permukaan testis, namun saat mencapai
posisi dorsolateral dilanjutkan dengan korpus dan kauda. Kaput epididimis sedikit
melebihi kepala testis. Dibandingkan dengan tunika albuginea testis, tunika
albuginea epididimis lebih tipis. Duktus epididimis memiliki panjang 1,5 sampai
dengan 3 mm dan berliku-liku. Kauda epididimis melekat pada ekor testis dengan
ligamentum pendek dari testis dan untuk fascia spermatic internal secara
langsung (karena fascia spermatic internal melekat pada kauda epididimis).
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dartos. Duktus deferens dimulai sebagai pleksus sepanjang perbatasan epididimis
dari testis dan medial ke epididimis dengan arah caudocranial karena posisi testis.
Setelah melewati duktus deferens, kaput epididimis masuk ke dalam korda
spermatikus dan berlanjut hingga cincin vagina. Dalam rongga perut, duktus
deferens membuat kurva dalam arah dorso-kaudal untuk memasuki rongga
panggul dan mencapai uretra. Dalam rute dari awal sampai akhir, mesoduktus
deferens yang juga merupakan bagian dari funikulus spermatikus, melekat ke
duktus deferens. Duktus deferens melintasi ureter di bagian ventral sebelum
mencapai uretra, kemudian melintasi bagian dorsal dari ligamen lateral kandung
kemih. Duktus deferens menembus kelenjar prostat dan membuka sisi lateral dari
colliculus seminalis untuk mencapai uretra (Constantinescu, 2007).
Testis kucing jantan dewasa berukuran 14 x 8mm dan berada dalam
skrotum tepat sebelah ventral dari anus. Skrotum adalah dua lobus kantong yang
membungkus testis. Kebanyakan spesies, posisi skrotumnya berlokasi di daerah
inguinal diantara dua kaki. Skrotum terdiri dari lapisan terluar yang tersusun
dengan serabut otot polos dan tunika dartos. Tunika dartos membagi skrotum
menjadi dua bagian dan menempel pada tunika vaginalis. Kulit di daerah skrotum
berbulu halus dan jarang, serta kurang mengandung lemak dibawah kulit. Skrotum
merupakan suatu struktur yang mengatur panas. Sperma dalam testis tidak dapat
berkembang dalam lingkungan suhu tubuh hewan. Oleh karena itu, testis perlu
turun dan keluar dari rongga tubuh, atau mengalami kontraksi atau pengerutan
pada saat suhu dingin. Hal ini diperlukan agar testis selalu berada pada kisaran
suhu yang relatif sempit  antara 40oC sampai 70oC dibawah temperatur tubuh
(Frandson, 1992).
Tunika albuginea terdapat di dalam testis yaitu jaringan pembungkus testis
bagian luar, tunika albugenia, jaringan ikat putih dibawah tunika vaginalis propia,
tubulus seminiferus dan sel Leydig (Widayati et al., 2008).
Menurut Feradis (2010), sperma dihasilkan di dalam tubuli seminiferi atas
pengaruh Follicle Stimulating Hormone (FSH) sedangkan testosteron diproduksi
oleh sel interstitial dari Leydig atas pengaruh Interstitial Cell Stimulating
Hormone (ICSH). Hormon jantan atau androgen dihasilkan pula oleh sel Leydig
yang berfungsi untuk mengontrol tingkah laku jantan atau fungsi kelamin jantan.
Hormon androgen diproduksi dalam jumlah yang sangat sedikit, tetapi sekresinya
langsung dicurahkan ke dalam aliran darah sehingga secara langsung
mempengaruhi seluruh bagian tubuh hewan jantan.
Abnormalitas sperma dapat terjadi secara primer dan sekunder.
Abnormalitas primer terjadi pada saat spermatogenesis yaitu di dalam tubuli
seminiferi, contohnya macrocephalic (kepala besar), microcephalic (kepala kecil),
kepala dua, ekor dua, ekor melingkar, bagian tengah melingkar atau bengkok dan
piriformis. Abnormalitas sekunder terjadi setelah sperma meninggalkan tubuli
seminiferi, selama perjalanan di epididimis, ejakulasi dan faktor–faktor lain
seperti suhu, tempat penampungan tidak bersih, adapun contoh abnormalitas
sekunder seperti ekor atau kepala putus, cytoplasmic droplet (Widayati et al.,
2008).
Penis kucing  memiliki bentuk kerucut dan berada di ventral skrotum.
Penis disusun oleh dua buah korpora kavernosa, satu pada tiap sisi dan sebuah
korpus spongiosum yang berada di tengah.  Pejantan dewasa memiliki glans penis
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mengarah ke kaudal dan memiliki 120 sampai 150 buah duri penis (penile spines)
tergantung kadar androgen setiap individu.  Duri-duri penis dengan panjang dan
diameter dasarnya sebesar 0.1 sampai 0.7 mm ini berjejer membentuk 6 hingga 8
buah lingkaran (Johnston et al., 2001).
2.4 Endokrinologi Reproduksi Kucing Jantan
Fisiologi reproduksi hewan jantan dikontrol secara endokrin oleh sekresi
Hypothalamic Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) pada tingkat paracrine
di hipotalamus. Gonadotropin Releasing Hormone(GnRH) merangsang kelenjar
hipofise anterior untuk mengekskresikan dua hormon gonadotropin, yaitu
Luteinizing Hormone (LH) dan Follicle Stimulating Hormone (FSH). Hipofisis
anterior bertanggung jawab untuk berbagai hormon yang mengontrol banyak
aspek dari aktivitas fisiologis. Luteinizing Hormone (LH) merangsang sekresi
steroid seks dan gonad. Pada testis, LH mengikat reseptor sel Leydig, merangsang
sintesis dan sekresi testosteron. Jumlah testosteron yang diekskresikan akan
berbanding lurus dengan jumlah LH yang tersedia (Pudji, 2015).
FSH merupakan perangsang utama terjadinya spermatogenesis. Follicle
Stimulating Hormone (FSH) akan berikatan  dengan reseptor-reseptor FSH
spesifik yang melekat pada sel-sel sertoli dalam tubulus seminiferus. Pengikatan
ini mengakibatkan sel-sel tumbuh dan mengekresikan berbagai unsur
spermatogenik. Secara bersamaan testosteron yang berdifusi ke dalam tubulus dari
sel-sel Leydig di dalam ruang intersisial mempunyai efek tropik yang kuat
terhadap spermatogenesis. Untuk mendorong terjadinya spermatogenesis
dibutuhkan FSH maupun testosteron. Walaupun rangsangan awal testosteron yang
terjadi sedikit, selanjutnya testosteron akan mempertahankan spermatogenesis
untuk waktu yang lama (Guyton and Hall, 2005).
Gambar 3. Diagram hormonal hewan jantan (Anonim, 2016)
82.5 Pembentukan Spermatozoa
2.5.1 Spermatogensis
Proses pertumbuhan dan perubahan dari spermatogenia sampai spermatozoa
meliputi tiga fase yang disebut dengan Spermatogenesis. Fase pertama meliputi
spermatositogenesis, yaitu spermatogonium membelah secara mitosis
menghasilkan generasi sel baru yang nantinya akan menghasilkan spermatosit
primer. Fase kedua meliputi meiosis I, yaitu spermatosit primer mengalami dua
kali pembelahan secara berurutan dengan mereduksi sampai setengah jumlah
kromosom dan jumlah DNA per sel, menghasilkan spermatosit sekunder,
spermatosit sekunder mengalami meiosis II menghasilkan spermatid. Fase ketiga
meliputi spermiogenesis, yaitu spermatid mengalami proses sitodiferensiasi,
menghasilkan spermatozoa (Junqueira et al., 2007).
Gambar 4. Spermatogenesis dalam tubulus seminiferus (Junqueira et al., 2007)
2.5.2 Morfologi Spermatozoa
Spermatozoa dewasa merupakan hasil akhir dari spermatogenesis.
Strukturnya menyerupai kecebong kecil dengan panjang 0,06 mm. spermatozoa
terdiri atas empat bagian yaitu kepala, leher, tubuh dan ekor. Salah satu bagian
yang penting dari struktur spermatozoa adalah akrosom. Akrosom adalah bagian
dari kepala spermatozoa yang berasal dari nukleus yang mengalami kondensasi
dan elongasi. Akrosom berfungsi  sebagai penetrasi pada oosit, membawa genom
haploid jantan, dan inisiasi perkembangan embrionik setelah fertilisasi. Akrosom
mengandung enzim hidrolitik seperti hyalurinidase, neuraminidase dan protease.
Enzim-enzim ini berfungsi untuk menembus corona radiata dan zona pellucida di
sekeliling sel telur. Proses pengeluaran enzim ini disebut reaksi akrosom, yang
juga menandai langkah pertama terjadinya fertilisasi (Manandhar and sutovsky,
2007).
Pada bagian leher banyak mitokondria yang tersusun spiral. Mitokondria
beragregasi pada bagian proximal flagellum, sehingga bagian ini tampak menebal.
Pengumpulan mitokondria pada leher spermatozoa sangat penting dalam
pergerakan sel dan konsumsi energi yang tinggi. Ekor atau disebut juga dengan
flagellum spermatozoa terdiri dari beberapa mikrotubuli yang dilingkupi oleh
membran sel yang memanjang. Ekor sperma yang memanjang dapat dibagi
menjadi tiga bagian (tengah, utama dan ujung), menyebabkan gerak maju
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kepala dan berjalan kearah distal (Shier et al., 2003).
Gambar 5. Morfologi Sperma
(Shier et al., 2003)
2.6 Koleksi Sperma
Memperoleh hasil ejakulasi dengan konsentrasi dan motilitas spermatozoa
yang memadai merupakan tujuan dari Koleksi sperma. Koleksi sperma harus
memiliki tingkat stres yang minimal pada hewan yang dikoleksi spermanya
(Zambelli et al., 2007).
2.6.1 Koleksi Sperma dengan Vagina Buatan
Vagina buatan yang efektif  dan tidak mahal dapat dibuat dengan
menggunakan karet penghisap untuk pipet pasteur dan tabung eppendorf.
Keuntungan yang utama dari koleksi sperma dengan vagina buatan adalah mudah
dilakukan. Metode ini dapat dilakukan dengan satu operator tanpa perlu bantuan
orang lain untuk menjalankan seluruh prosedur pengoleksian, namun kerugiannya
adalah terbatasnya jumlah kucing betina yang estrus atau kucing betina yang
diberi estrogen sebagai hewan penggoda atau teaser (Zambelli et al., 2006).
Persiapan koleksi dimulai dengan menyiapkan vagina buatan, sedikit
lubrikan non-spermiotoxic digunakan. Kucing betina penggoda atau teaser
disiapkan untuk menarik kucing jantan agar mau menaikinya. Sewaktu kucing
jantan menaiki dan ereksi terjadi, vagina buatan dimasukkan keujung penis dan
dalam waktu 1-4 menit sperma diejakulasikan kemudian di koleksi. Genggaman
dan tekanan yang lembut pada bagian dorsal dari  bagian pelvis dapat
menstimulasi kucing jantan. Kucing jantan umumnya dapat dilatih dan
memerlukan waktu 2-3 minggu sampai terlatih. Kurang dari 20% kucing jantan
dapat dilatih dan berhasil untuk ejakulasi dengan vagina buatan (Axner et al.,
2002).
2.6.2 Koleksi Sperma dengan Elektroejakulator
Elektroejakulator digunakan untuk mengatasi kucing jantan yang tidak
bisa dikoleksi spermanya menggunakan vagina buatan. Pada umumnya teknik
elektroejakulator pada kucing menghasilkan ejakulasi yang banyak karena adanya
peningkatan jumlah plasma seminal yang berasal dari kelenjar prostat dan
bulbourethralis. Plasma seminal yang kebanyakan tanpa spermatozoa dapat
digunakan untuk tujuan diagnosis atau untuk tujuan penelitian. Pada teknik ini
rektal probe yang digunakan berukuran 10x 12 cm dan disambung dengan
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stimulator elektrik. Probe terbuat dari plastik tidak beracun dan memiliki tiga
elektroda yang masing-masing panjangnya 1,5 mmx 5 cm yang ditempelkan
secara longitudinal. Dua elektroda terluar dihubungkan bersama dan elektroda
sentral memiliki polaritas berlawanan. Elektroda-elektroda ditempelkan dengan
ketat pada probe untuk mencegah mukosa rektal terjebak diantara probe dan
elektroda. Stimulus yang digunakan adalah 2-8 V dan 5-220 mA (Zambelli et al.,
2006).
2.6.3  Koleksi Sperma dari Epididimis
Spermatozoa dapat juga dikoleksi dari kauda epididimis setelah kastrasi
atau post-mortem. Kauda epididimis diambil dari testikel dan ditaruh dalam buffer
yang sesuai (misalnya, Ham’s F-10 atau PBS) pada suhu 370C, kemudian
spermatozoa dikeluarkan dengan memotong-motong kauda epididimis (Axner et
al., 1998).
Ada lima metode pengumpulan spermatozoa epididimis, tiga di antaranya
adalah koleksi ex-situ (flushing, cincang, irisan), pada post mortem atau post
pengebirian. Dua metode lain, yaitu perkutan epididimis aspirasi sperma (PESA)
dan mikro aspirasi sperma epididimis (MESA) yang dalam prosedur in situ
dilakukan pada jantan yang mati rasa. Kemampuan fertilisasi spermatozoa secara
in vitro tanpa ejakulasi pada kucing domestik pertama kali dilaporkan oleh Bowen
(1977) dengan menggunakan spermatozoa dari cincangan vas deferens, Bowen
melaporkan tingkat pembelahan 79%, termasuk empat embrio yang berkembang
menjadi blastokista. Bowen (1977) menunjukkan bahwa, tidak seperti ejakulasi
spermatozoa pada kucing (Hamner et al., 1970) dan spermatozoa epididimis pada
kelinci (Ogawa et al., 1972), spermatozoa dari vas deferens kucing tidak perlu
menjalani kapasitasi in vivo untuk membuahi oosit in vitro.
Sperma dari epididimis yang dikumpulkan dengan metode flushing, Niwa et
al., (1985), menunjukkan sperma yang menembus zona pelusida 30 menit setelah
inseminasi dan pengamatan pertama pronukleus jantan dan betina yang dicatat
dalam 4 sampai 5 jam pada inkubasi (Niwa et al., 1985).
Teknik cincang epididimis merupakan metode yang banyak digunakan
untuk memperoleh spermatozoa kucing domestik (Filliers et al., 2010). Karena
kontaminasi jaringan dan darah sampel sperma yang diperoleh pada cincangan,
maka dapat dilakukan sentrifugasi untuk menghapus darah dan jaringan sel yang
diperlukan. Selain itu, sentrifugasi menghasilkan pelet sperma yang sangat
terkonsentrasi yang kemudian dapat diencerkan dengan konsentrasi yang
diinginkan (Lengwinat dan Blottner, 1994;. Tsutsui et al., 2003;. Chatdarong et
al., 2010).
Teknik pengoleksian sperma dari epididimis merupakan metode praktis
pengumpulan sperma untuk keperluan riset atau untuk pelestarian sperma dari
kucing-kucing langka yang mati akibat kecelakaan atau mati dalam tangkaran
(Axner et al., 2002).
2.7 Evaluasi Sperma
2.7.1 Volume
Volume ejakulat dari kucing domestik sangat sedikit, hal ini yang
menghambat untuk mengevaluasi hanya dengan satu sampel. Pengukuran volume
yang terbaik dilakukan dengan berbagai ukuran mikropipet. Jika volumenya
sangat sedikit, diperlukan pengenceran sebelum dilakukan proses lebih lanjut.
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Volume yang didapatkan dengan metode elektroejakulator berkisar antara 0,019-
0,74 ml dan volume yang didapatkan dengan metode vagina buatan berkisar 0,01 -
0,12 ml (Platz et al., 1978).
2.7.2  Motilitas
Motilitas sperma dapat dinilai dibawah mikroskop phase-contrast.
pemeriksaan harus dilakukan pada suhu 380C pada plat penghangat pada
mikroskop atau pada slide yang dihangatkan sebelumnya. Motilitas dinilai sebagai
presentase spermatozoa yang bergerak progresif. Kualitas gerakan  juga dapat
dinilai menggunakan skala 0 ke 5 (nilai 0 menunjukkan tidak ada gerakan dan 5
menunjukkan gerakan progresif kedepan sangat cepat). Motilitas dapat sangat
bervariasi diantara koleksi maupun dari kucing yang sama (Axner et al., 1997).
2.7.3 Warna
Sampel sperma dengan konsentrasi spermatozoa sangat tinggi lebih
berwarna putih daripada sampel dengan konsentrasi spermatozoa rendah. Warna
kekuningan menunjukkan kontaminasi dengan urin, dan mungkin ditemukan pada
sampel yang dikoleksi menggunakan elektroejakulator dengan voltase tinggi
(Pineda et al., 1984).
2.7.4 Konsentrasi dan Jumlah Total Spermatozoa
Sejumlah sampel sperma yang diencerkan dengan formol-saline pada
angka pengenceran 1: 40 sampai 1: 100 tergantung pada konsentrasi sperma dan
dievaluasi pada kamar hitung ( Burker chamber atau Makler chamber) dibawah
mikroskop. Jumlah total spermatozoa dikalkulasi dari volume dan konsentrasi
sperma (Axner et al., 2002).
2.7.5 Morfologi
Fiksasi spermatozoa dan klasifikasi cacat sperma telah dipublikasikan
dengan berbagai metode. Idealnya untuk menilai morfologi  sperma menggunakan
pewarnaan pada slide dan fiksasi basah. Kepala sperma yang abnormal
tervisualisasi pada pewarnaan slide, tetapi droplet sitoplasma lebih mudah terlihat
pada pewarnaan yang masih basah. Pada kebanyakan penelitian, hanya satu
metode yang digunakan untuk evaluasi seluruh  abnormalitas sperma, contoh
metode yang  digunakan untuk evaluasi morologi sperma pada kucing adalah
fiksasi pada glutaraldehid atau larutan hancocks, atau pewarnaan apus dengan
pewarna papanicolaou atau eosinnigrosin (Hay et al., 1993).
Menurut WHO (1992) ada beberapa kriteria yang digunakan untuk
melakukan evaluasi morfologi dan identifikasi bentuk abnormal dari spermatozoa,
parameter yang digunakan antara lain : bentuk kepala (head shape), besar kepala
(head size), ukuran akrosom (acrosome size), kelainan kepala lainnya (head
others), kelainan pada leher dan midpiece serta kelainan pada ekor. Head shape
meliputi round, tapered, amorphous dan piriform (pear shaped), sedangkan head
size meliputi ukuran kepala yang terlalu kecil (microcephalus) dan ukuran kepala
yang terlampau besar (macrocephalus). Pada leher dan midpoint kelainan
ditunjukkan dengan leher yang terlalu tipis, leher yang terlampau pendek, adanya
irregular debris serta adanya sitoplasmik droplets yang besar, memiliki diameter
lebih dari 30% diameter kepala, masuknya sebagian leher ke kepala spermatozoa,
leher yang bengkok dan leher yang terlampau lebar.
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Parameter kelainan pada ekor meliputi ekor ganda, menggulung (coiled),
bengkok dan ekor terlalu pendek. Adelman and Cahil (1989) mengklarifikasikan
abnormalitas kepala dengan deskripsi dan karakteristik serta lokasi dari kerusakan
tersebut. Malformasi yang terletak di ujung anterior kepala termasuk acrosomal
abnormality sedangkan malformasi yang terdapat di postacrosomal region disebut
sebagai nuclear abnormality.
Adelman and Cahil (1989) juga mengklasifikasikan abnormalitas pada
ekor berdasarkan karakteristik dan lokasi kerusakan tersebut. Kerusakan pada
ekor ini terjadi karena kesalahan struktur atau disorganization dari berbagai
element aksonema. Abnormalitas ini juga merupakan hasil dari hilangnya
motilitas spermatozoa dan atau ketidakmampuan spermatozoa itu sendiri untuk
melakukan gerakan ke depan.
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BAB III
METODOLOGI PENELITIAN
3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli sampai bulan September 2016
di Program Studi Kedokteran Hewan.
3.2 Materi Penelitian
3.2.1  Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah 24 ekor kucing
domestik jantan yang dibagi menjadi 4 kelompok perlakuan yaitu kelompok 1
sebagai kelompok kontrol, kelompok 2 dengan perlakuan pemberian BPA peroral
5 mg/kg BB, kelompok 3 dengan perlakuan pemberian BPA peroral 10 mg/kg
BB, dan kelompok 4 dengan perlakuan pemberian BPA peroral 100 mg/kg BB.
Kriteria sampel adalah kucing domestik jantan, dewasa kelamin dan tubuh, sehat,
berat badan lebih atau sama dengan 2-4 kg.
3.2.2 Alat dan Bahan
Persiapan Kandang dan Perawatan Selama Penelitian:
Alat dan bahan yang digunakan untuk persiapan kandang dan perawatan selama
penelitian adalah kandang, tempat pakan, tempat minum, koran, air, dan pakan.
Pembuatan bisphenol- A :
Alat dan bahan yang digunakan selama perlakuan adalah bisphenol-A
(Sigma Aldrich ≥ 99%, 2,2-Bis (4-hydroxyphenyl) propane, 4,4′-
Isopropylidenediphenol), minyak jagung, timbangan, wadah pencampur, dan
spoit.
Koleksi sperma :
Alat dan bahan yang digunakan untuk operasi kastrasi adalah 1 set alat
bedah, benang silk 3/0, benang chromic 3/0, tali restrain, doek/towel, spoit 1 cc,
silet, atropin sulfat, xylazin, ketamin, alkohol, iodine, betadine, NaCl fisiologis
(0,9%), kapas, kasa, tampon, objek glass, cover glass, cawan porselin, pipet tetes,
mikroskop.
Perawatan Pasca Operasi :
Alat dan bahan yang digunakan untuk perawatan pasca operasi adalah
iodine, dan antibiotik.
3.3 Metode Penelitian
3.3.1.Desain Penelitian
Desain penelitian yang dilakukan adalah True Experimental-Post Test Only
Control Group Design..
3.3.2.Besar Sampel
Besar pengulangan pada penelitian ini dapat dihitung dengan menggunakan
rumus Federer yaitu (n-1)(t-1) > 15, dimana n = besar pengulangan dan t = jumlah
kelompok. Dalam penelitian ini terdapat 1 kelompok control dan 3 kelompok
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perlakuan. Bila dimasukkan dalam rumus Federer, maka dapat ditentukan besar
pengulangan per kelompok, yaitu :
(n-1)(t-1) > 15
(n-1)(4-1) > 15
(n-1)(3) > 15
(n-1) >15 : 3
(n-1) > 5
n> 5 + 1
n> 6
Maka besar pengulangan per kelompok minimal 6 ekor kucing jantan.
Sehingga dalam penelitian ini dipakai 24 ekor kucing, yang terdiri dari 18 ekor
kucing jantan kelompok perlakuan dan 6 ekor kucing jantan kelompok kontrol.
3.3.3.Pembuatan Sediaan Bisphenol-A (BPA)
Dosis yang digunakan sesuai hasil penelitian Ulfa (2015), yaitu 5, 10, dan
100 mg BPA/kg BB dengan konsentrasi 10 %. Bisphenol-A ditimbang sesuai
konsentrasi 10 % , yaitu 10 gram BPA dilarutkan dalam 100 ml minyak jagung
lalu dimasukkan kedalam botol, kemudian disimpan pada suhu 40C sampai akan
digunakan. Sediaan Bisphenol-A diberikan secara peroral satu kali sehari selama 5
hari berturut-turut dengan volume sesuai perhitungan dosis masing-masing
sampel.
3.3.4. Kastrasi
Kastrasi yang dilakukan pada penelitian ini adalah kastrasi terbuka
preskrotalis. Rambut yang berada di daerah preskrotal dicukur terlebih dahulu lalu
dibersihkan dengan antiseptik. Selanjutnya insisi garis tengah preskrotal,
mendorong testis ke kranial untuk menginsisi kulit, jaringan subkutan dan fasia
spermatikus. Setelah diinsisi, testis sebelah kanan dikeluarkan dan dipisahkan
dengan tunika vaginalis. Setelah itu testis dipegang dengan kuat dan ditekan
dengan jari dan ibu jari tangan kanan. Setelah dilakukan preparir untuk
memisahkan pembuluh darah, dilakukan pengikatan, lalu dipotong. Cara ini juga
dilakukan pada testis sebelah kiri. Selanjutnya dilakukan penjahitan pada kulit
yang  telah diinsisi (Philips et. al., 1976 dan Slatter, 2003).
3.3.5. Pengujian Kualitas Spermatozoa
Dari sperma yang tersedia dievaluasi secara mikroskopik.
 Perhitungan jumlah spermatozoa
Jumlah spermatozoa dihitung menggunakan hemositometer dengan cara
menghisap campuran sperma memakai pipet WBC sampai tanda 0,5 lalu
diencerkan dengan larutan hayem sampai tanda 101 (pengenceran 200 kali), dan
pipet dikocok dengan memutar-mutar pergelangan tangan membentuk angka
delapan. Beberapa tetes sperma dari pipet white blood cell (WBC) diteteskan
terlebih dahulu pada tisu, kemudian diteteskan pada hemositometer yang sudah
ditutup dengan kaca penutup, kemudian dilakukan pengamatan dan perhitungan
spermatozoa dengan menggunakan mikroskop (Anonim, 2000)
 Pengamatan motilitas spermatozoa
Motilitas merupakan gerakan individual progresif ke depan yang dinilai
segera setelah penampungan dan dapat dijadikan sebagai ukuran kemampuan
membuahi. Persentase motilitas merupakan perbandingan jumlah spermatozoa
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yang bergerak aktif dengan total jumlah spermatozoa yang teramati dalam
beberapa pandangan. Pejantan yang fertil memiliki persentase motilitas 50-80%.
Persentase motilitas dibawah 40% menunjukkan bahwa kualitas sperma kurang
baik dan sering berkaitan dengan infertilitas (Afiati et al., 2013).
 Perhitungan jumlah spermatozoa yang hidup dan mati
Perhitungan jumlah spermatozoa yang hidup dan mati dilakukan dengan
cara setetes sperma dicampur dengan setetes zat warna eosin pada kaca obyek,
dibuat dengan preparat apus, dikeringkan dan dilihat dibawah mikroskop, dihitung
100 sel spermatozoa yang dijumpai dalam arah zig-zag. Kemudian untuk melihat
spermatozoa yang mati tercatat merah dan yang hidup tetap transparan (Anonim,
2000).
3.4 Analisis Data
Analisis data dilakukan secara deskriptif dan dengan uji statistik ANOVA.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Pengaruh Pemberian Bisphenol-A (BPA) Terhadap Kualitas Sperma
Penelitian menggunakan senyawa estrogenik seperti BPA dilakukan untuk
mengetahui kelainan yang berkaitan dengan infertilitas kucing. Kontaminan
lingkungan mempengaruhi fungsi normal dari endokrin dan sistem reproduksi
baik dengan meniru atau menghambat tindakan hormon adrogen, atau
memodulasi sintesis hormon (Sonnenschein and Soto, 1998). Bisphenol-A (BPA)
sangat mungkin terdapat pada makanan, makanan ringan, peralatan rumah tangga
bahkan pada perlengkapan hewan kesayangan sebagai akibat dari polimerisasi
BPA selama pembuatan produk-produk dan juga akibat terjadinya depolimerisasi
zat BPA akibat peningkatan suhu dalam penyimpanan dan proses sterilisasi
(Brotons et al., 1995; Olea et al., 1996; Biles et al., 1997). Konsentrasi 10% b/v
BPA diberikan secara oral sesuai dengan dosis 5 mg/kg BB, 10 mg/kg BB,  dan
100 mg/kg BB (Ulfa, 2015). Hal ini bertujuan untuk melihat pengaruh BPA
terhadap kualitas sperma.
Parameter penilaian kualitas sperma antara lain konsentrasi sperma,
motilitas, viabilitas, dan abnormalitas. Kualitas sperma normal pada kucing
domestik jantan dapat dilihat pada evaluasi sperma (tabel1). Pemberian
Bisphenol-A (BPA) pada dosis 5 mg/kg BB, 10 mg/kg BB, 100 mg/kg BB
terhadap kucing domestik jantan dapat dilihat pada evaluasi sperma (tabel 2).
Tabel 1. Kualitas sperma kucing normal
Parameter
Konsentrasi
Spermatozoa
(106/ml)
Motilitas (%) Viabilitas (%) Morfologi (%)
Vagina Buatan
1730 x 106/ml 56% -84% 57 - 61 x 106/ml 38.2% -90% sperma normal
Elektroejakulator 168 - 361 x106/ml 56% - 84% 12 - 30 x 10
6/ml 38.2% -90% sperma normal
(Axner. E and Linde-Forsberg C, 2002)
Tabel 2. Evaluasi kualitas sperma
Dosis
(mg/Kg BB) Lama Paparan(Hari ke-)
Parameter
Konsentrasi
Spermatozoa
(106/ml)
Motilitas (%) Viabilitas (%) Abnormalitas (%)
Kontrol 5 83±14,35* 75±6,32* 88,66 ± 5* 1 ± 1*
5 mg/kg
BB
5 47,33 ± 7,44* 63,33±12,51 * 64,83±7,67* 9,16± 3,43*
10mg/kg
BB
5 38,33± 11,27* 47,5± 7,59* 44±85 * 17,33 ± 2,42*
100mg/kg
BB
5 24,66 ± 7,76* 32,5 ± 11,72* 36,66 ± 10,07* 22,33 ± 3,82*
Keterangan : * = berpengaruh nyata (P<0,05)
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Data tabel 2 menunjukkan pengamatan parameter penilaian kualitas
sperma mengalami penurunan konsentrasi sperma, motilitas dan viabilitas serta
peningkatan abnormalitas sperma yang signifikan pada semua kelompok
perlakuan dibandingkan dengan kelompok kontrol yang disebabkan karena
senyawa estrogenik  dari BPA. Hal ini juga terlihat dari analisis statistik bahwa
terdapat pengaruh yang nyata dari kelompok perlakuan.
4.1.1 Konsentrasi Sperma
Hasil pemeriksaan konsentrasi sperma dilihat pada tabel 1, terlihat
penurunan konsentrasi sperma dari kelompok perlakuan dibandingkan kelompok
kontrol. Secara statistik penurunan konsentrasi sperma berpengaruh nyata
(P<0,05) antara kelompok kontrol dengan kelompok  perlakuan. Penurunan
konstentrasi sperma akibat pemberian bisphenol-A (BPA) disebabkan oleh
estrogenitas BPA. Estrogenitas BPA pertama kali dilaporkan oleh Dodds and
lawson (1936). Komponen BPA yang terlepas dari dinding tabung polikarbonat
selama pemanasan autoklaf cukup berpotensi menginduksi respon estrogenik
dalam kultur. Potensi estrogenik BPA yang terlepas dari tabung tersebut lebih
kurang1-2 x 10-a aktivitas 17-estradiol (E2) atau dietilstilbestrol (DES) baik
dalam in vitro maupun in vivo (Sipatuhar et al., 2007). Estrogen merupakan
regulator dalam proses penyerapan cairan melalui mekanisme pertukaran ion
natrium klorida dan pemindahan cairan melalui suplai darah yang cukup, aktifitas
estrogen dan ikutan administrasi endothelin antagonist dapat menginduksi
terjadinya dilatasi tubulus (Harneit et al., 1997; Creasy, 2001; Hess, 2002;).
Penurunan konsentrasi spermatozoa umumnya terjadi dikarenakan
berkurangnya output spermatozoa oleh sel germinal testis yang rusak, penurunan
androgen dan hasil sekunder dari hipoplasi atau agenesis testis (Radovsky et al.,
1999). Penurunan konsentrasi sperma merupakan konsekuensi dari gangguan
dalam testis. konsentrasi sperma juga dapat berkurang dan bertambah akibat
perubahan struktur dan fungsi epididimis (Ezer and Robaire, 2002).
Pada penelitian sebelumnya pemberian BPA secara signifikan menurunkan
kadar testosteron dalam plasma. Hal ini menjadi dasar bahwa rendahnya kadar
testosteron plasma akan mengakibatkan gagalnya spermatogenesis dan gangguan
pada epitel tubulus semeniferus (Gurmeet et al., 2014). Rendahnya kadar
testosteron juga bertanggung jawab untuk degenerasi sel berupa proses apoptosis
dari sel-sel germinal jantan (Pentikainen et al., 2000). Bisphenol-A berpengaruh
langsung ke sel Leydig dengan menekan gen penghasil enzim yang mana
dibutuhkan dalam biosintesis hormon testosteron. Penelitian yang dilakukan oleh
Ulfa (2015) melaporkan bahwa pemberian BPA dapat menimbulkan terjadinya
gangguan pada morfologi dan fungsi testis seperti vakuolisasi sel tubulus
semeniferus, degenerasi sel leydig, degenerasi sel epitel tubulus, sel germinal
tidak beraturan, hemoragi jaringan intersisial, lumen tubulus semeniferus dan
epididimis kosong dari spermatozoa serta dipenuhi sel debris. Hal ini
mengakibatkan penurunan pada spermatozoa.
4.1.2 Motilitas sperma
Penilaian motilitas sperma dapat dilakukan secara visual, yaitu dilihat dari
pergerakan laju sperma yang progresif bergerak ke depan, kemudian menentukan
persentase pergerakan. Saili et al., 2008 mengatakan bahwa penilaian diberikan
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mulai 0% sampai dengan 100%. Dikatakan 0% jika tidak ada spermatozoa yang
bergerak ke depan dan 100% apabila semua spermatozoa bergerak ke depan.
Menurut Afiati et al. (2013) pejantan yang fertil memiliki persentase motilitas 50-
80%. Persentase motilitas dibawah 40% menunjukkan bahwa kualitas sperma
kurang baik dan sering berkaitan dengan infertilitas. Pada penelitian ini
menunjukkan bahwa motilitas rata – rata dosis rendah dan sedang masih memiliki
persentase diatas 40% dan dosis tinggi memiliki rata – rata motilitas dibawah
40%.
Dalam sistem reproduksi motilitas spermatozoa mempunyai peranan penting
karena pada dasarnya spermatozoa bergerak menghampiri ovum. Spermatozoa
yang mempunyai motilitas yang kurang progresif menyebabkan tidak sampainya
spermatozoa ke ovum. Penurunan motilitas akibat pemberian BPA disebabkan
efek dari estrogenitas BPA. Kerusakan pada akrosom dan membran plasma
dengan mengurangi aktivitas dari mitokondria sehingga mengganggu trasnportasi
zat makanan atau nutrisi dari membran. Bisphenol-A (BPA) mempengaruhi
penurunan motilitas spermatozoa yang disebabkan oleh penurunan ATP dalam
membran spermatozoa . Enzim ATP yang dibutuhkan oleh spermatozoa berada
pada bagian tengah (middle peace) spermatozoa yang memiliki fungsi
mempertahankan homeostatis internal natrium dan kalium. Natrium dan kalium
merupakan komposisi yang mempengaruhi motilitas spermatozoa (Grady and
Nelson, 1972).
Pemberian BPA juga dapat menekan gen pengasil enzim yang dapat
menurunkan hormon reproduksi seperti testosteron, LH (Luteinizing Hormone)
dan FSH (Folicle Stimulating Hormone) yang pada akhirnya akan menurunkan
produksi sperma pada tubulus seminiferi di dalam testis. Berkurangnya sekresi
LH akan membuat hormon testosteron yang disintesis oleh sel Leydig juga ikut
menurun. Begitu pula yang terjadi kadar FSH dan hipofise berkurang, maka tidak
timbul rangsangan bagi sel sertoli untuk melaksanakan fungsinya di dalam tubulus
seminiferi. Hal ini mengakibatkan gagalnya spermatogenesis dan gangguan proses
maturasi spermatozoa dalam epididimis. Pengaruh pemberian BPA berpengaruh
nyata (P<0,05) terhadap parameter motilitas sperma.
4.1.3 Viabilitas Sperma
Gambar 6.. A. Sperma mati, B. Sperma hidup
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Viabilitas spermatozoa ditentukan dari perhitungan jumlah spermatozoa
yang hidup dan mati (Afiati et al ., 2013). Jumlah persentase  sperma  yang  hidup
ditandai dengan tidak adanya penyerapan warna bahan pewarna pada
spermatozoa. Perhitungannya berdasarkan perbandingan antara jumlah sperma
hidup yang ditandai dengan kepala tidak berwarna, sebaliknya sperma yang
terwarnai akan dinyatakan mati  sebab eosin hanya dapat menembus sel sperma
yang telah rusak, sehingga nampak terwarnai (Salmah, 2014).
Pemberian bisphenol-A mampu menghambat viabilitas spermatozoa
kucing dengan hasil yang signifikan (P < 0,05). Hidup dan mati spermatozoa
dipengaruhi oleh dua faktor. Pertama, tingkat permeabilitas membran dan kedua
proses menuju kapasitasi – reaksi akrosom. Sifat estrogenik dari BPA
mengakibatkan kerusakan pada akrosom dan membran plasma dengan
mengurangi aktivitas dari mitokondria sehingga mengganggu trasnportasi zat
makanan atau nutrisi dari membran. Kemudian proses penting yang terjadi pada
spermatozoa adalah kapasitasi dan reaksi akrosom, keduanya berlangsung secara
berurutan dari terjadinya kapasitasi yang ditandai dengan perubahan – perubahan
dalam konsentrasi ion intraseluler yang menyebabkan hilangnya kendali
penjagaan gradient ion Na+ / K+ di sepanjang selaput plasma spermatozoa
sehingga arus masuk dari Ca++ ekstraseluler melalui selaput kepala spermatozoa
sehingga menyulut terjadinya akrosom (Mugniati, 2015) .
Bisphenol-A berpengaruh langsung ke sel Leydig dengan menekan gen
penghasil enzim yang mana dibutuhkan dalam biosintesis hormon testosteron
(Akingbemi, 2004). Penurunan testosteron akan mengakibatkan terjadinya
gangguan pada proses maturasi pada spermatozoa dalam epididimis, terutama
gangguan pada proses mengasilkan energi agar tetap motil dan mempertahankan
daya hidup. terganggunya maturasi spermatozoa di epididimis diakibatkan oleh
berkurangnya cairan bagi spermatozoa sehingga menyebabkan penurunan
viabilitas  spermatozoa.
4.1.4 Abnormalitas Sperma
Abnormalitas spermatozoa umumnya selalu ditemukan pada setiap
ejakulat dengan persentase tertentu, abnormalitas ini dapat terjadi pada semua
bagian spermatozoa baik pada bagian kepala, leher dan ekor. Secara garis besar
kelainan ini dikategorikan menjadi dua bentuk, yaitu abnormalitas primer dan
abnormalitas sekunder. Morfologi abnormal ini memiliki korelasi positif dengan
fertilitas sehingga berpengaruh terhadap kemampuan jantan untuk membuahi
betina (Barth and Oko 1989).
Gambar7. Sperma abnormal kucing domestik. A.sperma tanpa ekor, B. Sperma tanpa kepala, C.
Penebalan pada bagian tengah, D. Sperma ekor melingkar.
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Abnormalitas diperoleh dari persentase kontrol rata-rata sebesar 1%,
sedangkan persentase rata – rata kelompok perlakuan mulai dari dosis rendah,
sedang dan tinggi mengalami peningkatan. Hasil uji statistik menunjukkan adanya
pengaruh nyata (P<0,05) antara kelompok perlakuan dengan kelompok kontrol.
Berdasarkan pengamatan morfologi adanya kelainan pada bentuk kepala dan ekor
terhadap spermatozoa. Hal ini menunjukkan pengaruh dari BPA tidak hanya
mempengaruhi jumlah produksi spermatozoa tetapi juga menyebabkan matinya
spermatozoa dan abnormalitas spermatozoa sehingga spermatozoa hewan coba
kucing jantan menjadi infertil atau dengan kata lain tidak mampu membuahi sel
telur.
Abnormalitas primer spermatozoa yang terjadi pada hasil penelitian ini
diantaranya adalah spermatozoa tanpa ekor atau spermatozoa tanpa kepala,
penebalan pada bagian tengah, sedangkan abnormalitas sekunder yang ditemukan
ialah ekor melingkar. Abnormalitas spermatozoa primer disebabkan oleh
gangguan yang terjadi pada sel epitel di tubulus seminiferus dan pada penurunan
kadar testosteron sebagai efek dari estrogenitas BPA. Penurunan kadar
testosteron menghambat pembentukan protein α-tubulin sebagai komponen dasar
mikrotubuli dan mikrofilamen yang penting dalam proses spermatogenesis untuk
menggerakkan sitoplasma ke arah belakang menuju ekor. Abnormalitas sekunder
ini disebabkan adanya gangguan proses pematangan spermatozoa dalam
epididimis. Guyton et al. (2000) menyatakan bahwa dalam epididimis
spermatozoa mengalami serangkaian perubahan morfologi dan fungsional seperti
ukuran, bentuk, ultrastruktur bagian tengah, DNA, pola metabolisme, dan sifat
membran plasma. Secara fungsional epididimis tergantung pada testosteron dalam
proses perubahan tersebut, sehingga jika kadar testosteron menurun dapat
menyebabkan terganggunya pembentukan spermatozoa.
Hasil dari penelitian ini menunjukkan bahwa BPA yang diberikan pada
kucing domestik jantan secara singnifikan memberikan pengaruh nyata (P<0,05)
terhadap semua parameter kualitas sperma kucing domestik jantan. Penelitian
sebelumnya menyatakan bahwa pemberian BPA secara signifikan menurunkan
kadar testoteron dalam plasma. Rendahnya tingkat testosteron dalam plasma pada
hewan yang diberikan BPA terjadi akibat gangguan aktivitas proliferasi dan
perkembangan sel-sel Leydig, hal ini akan mengakibatkan gagalnya
spermatogenesis dan gangguan pada epitel tubulus seminiferus (Gurmeet et al.,
2014) dan juga bertanggung jawab untuk gangguan pada sel-sel germinal jantan
(Pentikainen et al., 2000). Nakamura et al., (2010) melaporkan bahwa BPA
menyebabkan berkurangnya jumlah sel Leydig dimana BPA diberikan ke hewan
selama 6 minggu dengan pemberian melalui subkutaneus.
Pada penelitian ini tidak ada sampel yang mengalami penurunan berat
badan secara signifikan dan tidak sampel yang mati pada kelompok perlakuan
dengan dosis BPA 5, 10 dan 100 mg/kgbb/hari. No-Observed-Adverse-Effect-
Level (NOAEL) menetapkan kadar toleransi BPA adalah 50 mg/kgbb/hari,
dikonfirmasi dari beberapa tes menggunakan hewan coba. Transmisi BPA untuk
manusia melalui kontak makanan kurang dari 0.000118 mg/ kg berat badan/hari
dan potensi paparan ini adalah 400 kali lebih rendah dari dosis maksimum BPA
untuk manusia 0,05 mg/kg berat badan/hari yang ditetapkan oleh US
Environmental Protection Agency, didasari oleh NOAEL. Analisis independen
oleh European Commission's Scientific Committee on Food (SCF) menggunakan
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metode yang sama, telah mengkonfirmasi bahwa kadar BPA yang aman melalui
kontak makanan berada di kisaran, 00048-0,0016 mg/kgbb/hari, yang berarti
kadarnya berada di bawah toleransi asupan perhari jika dibandingkan dengan
kadar toleransi oleh SCF 0,01 mg/kgbb/hari (Anonim, 2003).
Hasil dari dua studi multi-generasi yang dirancang untuk mencari efek
dosis rendah BPA (Ema et al., 2001; Tyl et al., 2002) mendukung penggunaan 50
mg / kg berat badan / dosis hari untuk menghitung referensi dosis. Dosis referensi
dihitung dengan membagi dosis yang dipilih dari 50 mg / kg berat badan / hari
dengan faktor keselamatan 1000, yang menghasilkan dosis referensi dari 0,05 mg
/ kg berat badan / hari . Tidak ada efek dosis rendah yang diamati dalam studi baik
sebagai bagian dari penilaian risiko yang komprehensif tentang BPA, Uni Eropa
meninjau semua data toksisitas yang tersedia, termasuk bukti untuk efek dosis
rendah, dan juga menyimpulkan bahwa toleransi adalah 50 mg / kg berat badan /
hari (Anonim, 2003).
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BAB V
PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa
senyawa estrogenik seperti bisphenol-A (BPA) dapat memberikan efek yang
merugikan terhadap kualitas sperma kucing domestik jantan.
5.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lanjutan terhadap senyawa estrogenik seperti
bisphenol-A (BPA) untuk melihat apakah memiliki pengaruh pada organ lainnya.
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1 PENENTUAN SAMPEL
Rumus Federer yaitu  (n-1)(t-1) > 15, dimana n = besar pengulangan dan t =
jumlah kelompok. Dalam penelitian ini terdapat 1 kelompok kontrol dan 3
kelompok perlakuan. Bila dimasukkan dalam rumus Federer, maka dapat
ditentukan besar pengulangan per kelompok yaitu :
(n-1)(t-1) > 15
(n-1)(4-1) > 15
(n-1)(3) > 15
(n-1) > 15 : 3
(n-1) > 5
n > 5 + 1
n > 6
2 PERHITUNGAN DOSIS
No Kelompok Kode Sampel Berat Badan(Kg)
Dosis BPA
(mg/kgBB)
Konsentrasi
BPA
(ml/KgBB)
Pemberian
BPA (ml)
1 1 K.0.1 2,5 0 100 0
2 1 K.0.2 2 0 100 0
3 1 K.0.3 3,5 0 100 0
4 1 K.0.4 4,5 0 100 0
5 1 K.0.5 2,5 0 100 0
6 1 K.0.5 3,5 0 100 0
7 2 K.5.1 3,9 5 100 0,195
8 2 K.5.2 3 5 100 0,15
9 2 K.5.3 3,1 5 100 0,155
10 2 K.5.4 3,2 5 100 0,16
11 2 K.5.5 2,7 5 100 0,135
12 2 K.5.6 2,5 5 100 0,125
13 3 K.10.1 4,4 10 100 0,44
14 3 K.10.2 2,7 10 100 0,27
15 3 K.10.3 3,5 10 100 0,35
16 3 K.10.4 3,1 10 100 0,31
17 3 K.10.5 3,4 10 100 0,34
18 3 K.10.6 3,6 10 100 0,36
19 4 K.100.1 3,5 100 100 3,5
20 4 K.100.2 3,4 100 100 3,4
21 4 K.100.3 4,1 100 100 4,1
22 4 K.100.4 3,8 100 100 3,8
23 4 K.100.5 3,3 100 100 3,3
24 4 K.100.6 3,6 100 100 3,6
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3. ANALISIS PERHITUNGAN JUMLAH SPERMATOZOA
Dosis Jantan Kamar Hitung (Haemacytometer)
Jumlah
total
pada
80
kotak
kecil
Kotak sedang
1 2 3 4 5
Kontrol
I 8 6 10 6 6 36
II 12 9 7 4 8 40
III 7 8 13 10 9 47
IV 7 10 15 8 10 50
V 5 7 10 10 13 45
VI 7 3 6 9 6 31
5
mg/kg
BB
I 3 6 5 2 8 24
II 2 4 6 1 11 24
III 1 8 2 5 4 20
IV 1 4 6 5 10 26
V 0 9 3 4 3 19
VI 3 11 0 6 9 29
10
mg/kg
BB
I 9 8 6 4 2 29
II 1 0 3 4 10 18
III 7 5 2 2 1 17
IV 3 0 5 4 4 16
V 10 2 5 2 3 22
VI 4 0 7 1 1 13
100
mg/kg
BB
I 2 0 3 1 1 7
II 3 2 1 1 5 12
III 2 3 5 2 0 12
IV 3 4 2 5 5 19
V 3 0 5 2 1 11
VI 4 2 1 1 5 13
Jumlah spermatozoa dapat dihitung dengan rumus :
jumlah sel spermatozoa yang terdapat pada 80 kotak kecil x 200 x 104
Hasil penghitungan jumlah spermatozoa kucing jantan
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Dosis Jantan LamaPerlakuan
Jumlah
total
pada
80
kotak
kecil
Hasil
analisis
perhitungan
jumlah
spermatozoa
(106/ml)
Rata – rata
(juta/ml)
Kontrol
I
5 hari
36 72
II 40 80
III 47 94
IV 50 100
88,66 ± 5V 45 90
VI 31 62
5
mg/kg
BB
I
5 hari
24 48
II 24 48
III 20 40
IV 26 52
47,3333333V 19 38
VI 29 58
10
mg/kg
BB
I
5 hari
29 58
II 18 36
III 17 34
IV 16 32
38,3333333V 22 44
VI 13 26
100
mg/kg
BB
I
5 hari
7 14
II 12 24
III 12 24
IV 19 38
24,6666667V 11 22
VI 13 26
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3 ANALISIS MOTILITAS SPERMATOZOA
Dosis Jantan LamaPaparan
Motilitas
(%)
Rata – rata
(%)
Kontrol
I
5 hari
80
II 85
III 70
IV 75
75±6,32V 70
VI 70
5
mg/kg
BB
I
5 hari
50
II 85
III 60
IV 55
63,33±12,51V 60
VI 70
10
mg/kg
BB
I
5 hari
60
II 45
III 50
IV 40
47,5± 7,59V 50
VI 40
100
mg/kg
BB
I
5 hari
50
II 20
III 30
IV 35
32,5 ± 11,72V 40
VI 20
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4 ANALISIS VIABILITAS SPERMATOZOA
Analisis persentasi dihitung dengan cara :
100 sel yang dijumpai dalam arah zig-zag – jumlah sel yang hidup
Hasil persentasi jumlah spermatozoa mencit jantan yang mati
Dosis Jantan LamaPaparan
Spermatozoa Jumlah
totalHidup Mati
Kontrol
I 95 5 100
II 95 5 100
III 86 14 100
IV
5 hari
84 16 100
V 85 15 100
VI 87 13 100
5
mg/kg
BB
I 59 41 100
II 79 21 100
III 63 37 100
IV
5 hari
60 40 100
V 60 40 100
VI 68 32 100
10
mg/kg
BB
I 60 40 100
II 42 58 100
III 35 65 100
IV
5 hari
45 55 100
V 40 60 100
VI 42 58 100
100
mg/kg
BB
I 52 48 100
II 23 77 100
III 36 64 100
IV
5 hari
43 57 100
V 36 64 100
VI 30 70 100
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Dosis Jantan LamaPaparan
Spermatozoa Hasil
persentasi
(%)
Rata –
rata
(%)Hidup Mati
Kontrol
I 95 5 95
II 95 5 95
III 86 14 86
IV
5 hari
84 16 84 88,66 ±
5V 85 15 85
VI 87 13 87
5 mg/kg
BB
I 59 41 59
II 79 21 79
III 63 37 63
IV
5 hari
60 40 60 64,83 ±
7,67V 60 40 60
VI 68 32 68
10 mg/kg
BB
I 60 40 60
II 42 58 42
III 35 65 35
IV
5 hari
45 55 45
44±85V 40 60 40
VI 42 58 42
100
mg/kg
BB
I 52 48 52
II 23 77 23
III 36 64 36
IV
5 hari
43 57 43
36,66 ±
10,07V 36 64 36
VI 30 70 30
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5 ANALISIS JUMLAH ABNORMALITAS SPERMATOZOA
Dosis Jantan LamaPaparan
Abnormalitas
(%)
Rata
– rata
(%)
Kontrol
I 2
II 0
III 1
IV
5 hari
2
1 ± 1
V 0
VI 1
5
mg/kg
BB
I 15
II 5
III 8
IV
5 hari
10 9,16
±
3,43
V 7
VI 10
10
mg/kg
BB
I 13
II 17
III 20
IV
5 hari
18 17,33
±
2,42
V 17
VI 19
100
mg/kg
BB
I 18
II 24
III 22
IV
5 hari
21 22,33
±
3,82
V 20
VI 29
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6 FOTO  SELAMA PENELITIAN
Sediaan Bisphenol- A
Alat dan proses kastrasi
Alat Hemocytometer lengkap yang dihunakan untuk melihat spermatozoa
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Diameter Kamar Hitung yang digunakan untuk menghitung jumlah spermatozoa
Mikroskop yang digunakan untuk melihat spermatozoa
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HASIL
STATISTIK
40
Univariate Analysis of Variance
Between-Subjects Factors
Value Label N
EBK 1 Kontrol 6
2 5mg/ kg bb 6
3 10mg/kg bb 6
4 100mg/ kg
bb 6
Descriptive Statistics
Dependent Variable:Motilitas
EBK Mean
Std.
Deviation N
Kontrol 75.0000 6.32456 6
5mg/ kg
bb 63.3333 12.51666 6
10 mg/
kg bb 47.5000 7.58288 6
100mg/k
g bb 32.5000 11.72604 6
Total 54.5833 18.81932 24
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable:Motilitas
Source
Type IV Sum
of Squares Df Mean Square F Sig.
41
Corrected
Model 6187.500
a 3 2062.500 21.064 .000
Intercept 71504.167 1 71504.167 730.255 .000
EBK 6187.500 3 2062.500 21.064 .000
Error 1958.333 20 97.917
Total 79650.000 24
Corrected Total 8145.833 23
a. R Squared = ,760 (Adjusted R Squared = ,724)
Post Hoc Tests
EBK
Multiple Comparisons
Motilitas
LSD
(I) EBK (J) EBK
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig.
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
Kontrol 5 mg/kg
bb 11.6667 5.71305 .055 -.2505 23.5839
10mg/
kg bb 27.5000
* 5.71305 .000 15.5828 39.4172
100mg/k
g bb 42.5000
* 5.71305 .000 30.5828 54.4172
5mg/ kg
bb
Kontrol -11.6667 5.71305 .055 -23.5839 .2505
10mg/kg
bb 15.8333
* 5.71305 .012 3.9161 27.7505
100 mg/
kg bb 30.8333
* 5.71305 .000 18.9161 42.7505
10 mg/ Kontrol -27.5000* 5.71305 .000 -39.4172 -15.5828
42
kg bb 5 mg/ kg
bb -15.8333
* 5.71305 .012 -27.7505 -3.9161
100mg/
kg bb 15.0000
* 5.71305 .016 3.0828 26.9172
100 mg/
kg bb
Kontrol -42.5000* 5.71305 .000 -54.4172 -30.5828
5mg/ kg
bb -30.8333
* 5.71305 .000 -42.7505 -18.9161
10mg/
kg bb -15.0000
* 5.71305 .016 -26.9172 -3.0828
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 97,917.
*. The mean difference is significant at the ,05 level.
Estimated Marginal Means
Grand Mean
Dependent Variable:Motilitas
Mean Std. Error
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
54.583 2.020 50.370 58.797
Univariate Analysis of Variance
Descriptive Statistics
Between-Subjects Factors
Value Label N
EBK 1 Kontrol 6
2 5mg/ kg bb 6
3 10mg/ kg
bb 6
4 100mg/ kg
bb 6
43
Dependent Variable:JSperma
EBK Mean
Std.
Deviation N
Kontrol 83.0000 14.35270 6
5mg/ kg
bb 47.3333 7.44759 6
10 mg/
kg bb 38.3333 11.27239 6
100 mg/
kg bb 24.6667 7.76316 6
Total 48.3333 24.15649 24
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable:JSperma
Source
Type III Sum
of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected
Model 11177.333
a 3 3725.778 33.207 .000
Intercept 56066.667 1 56066.667 499.703 .000
EBK 11177.333 3 3725.778 33.207 .000
Error 2244.000 20 112.200
Total 69488.000 24
Corrected Total 13421.333 23
a. R Squared = ,833 (Adjusted R Squared = ,808)
Post Hoc Tests
EBK
Multiple Comparisons
Jsperma
LSD
(I) EBK (J) EBK
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig.
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
Kontrol 5mg/ kg
bb 35.6667
* 6.11555 .000 22.9098 48.4235
10mg/kg
bb 44.6667
* 6.11555 .000 31.9098 57.4235
44
100mg/
kg bb 58.3333
* 6.11555 .000 45.5765 71.0902
5mg/ kg
bb
Kontrol -35.6667* 6.11555 .000 -48.4235 -22.9098
10 mg/
kg bb 9.0000 6.11555 .157 -3.7568 21.7568
100mg/
kg bb 22.6667
* 6.11555 .001 9.9098 35.4235
10mg/
kg bb
Kontrol -44.6667* 6.11555 .000 -57.4235 -31.9098
5 mg/ kg
bb -9.0000 6.11555 .157 -21.7568 3.7568
100mg/
kg bb 13.6667
* 6.11555 .037 .9098 26.4235
100mg/k
g bb
Kontrol -58.3333* 6.11555 .000 -71.0902 -45.5765
5mg/ kg
bb -22.6667
* 6.11555 .001 -35.4235 -9.9098
10mg/kg
bb -13.6667
* 6.11555 .037 -26.4235 -.9098
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 112,200.
*. The mean difference is significant at the ,05 level.
Estimated Marginal Means
Grand Mean
Dependent Variable:JSperma
Mean Std. Error
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
48.333 2.162 43.823 52.844
Univariate Analysis of Variance
Between-Subjects Factors
Value Label N
EBK 1 Kontrol 6
2 5mg/ kg bb 6
3 10mg/ kg
bb 6
4 100mg/ kg
bb 6
Descriptive Statistics
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Dependent Variable:VHidup
EBK Mean
Std.
Deviation N
Kontrol 88.6667 5.00666 6
5mg/ kg
bb 64.8333 7.67898 6
10mg/
kg bb 44.0000 8.50882 6
100mg/k
g bb 36.6667 10.07307 6
Total 58.5417 21.98019 24
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable:VHidup
Source
Type III Sum
of Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected
Model 9822.458
a 3 3274.153 50.782 .000
Intercept 82251.042 1 82251.042 1.276E3 .000
EBK 9822.458 3 3274.153 50.782 .000
Error 1289.500 20 64.475
Total 93363.000 24
Corrected Total 11111.958 23
a. R Squared = ,884 (Adjusted R Squared = ,867)
Post Hoc Tests
EBK
Multiple Comparisons
VHidup
LSD
(I) EBK (J) EBK
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig.
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
Kontrol 5mg/ kg
bb 23.8333
* 4.63591 .000 14.1630 33.5037
10mg/kg
bb 44.6667
* 4.63591 .000 34.9963 54.3370
100mg/
kg bb 52.0000
* 4.63591 .000 42.3297 61.6703
5mg/ kg Kontrol -23.8333* 4.63591 .000 -33.5037 -14.1630
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bb 10mg/
kg bb 20.8333
* 4.63591 .000 11.1630 30.5037
100mg/
kg bb 28.1667
* 4.63591 .000 18.4963 37.8370
10mg/
kg bb
Kontrol -44.6667* 4.63591 .000 -54.3370 -34.9963
5mg/ kg
bb -20.8333
* 4.63591 .000 -30.5037 -11.1630
100mg/k
g bb 7.3333 4.63591 .129 -2.3370 17.0037
100.g/
kg bb
Kontrol -52.0000* 4.63591 .000 -61.6703 -42.3297
5mg/ kg
bb -28.1667
* 4.63591 .000 -37.8370 -18.4963
10mg/
kg bb -7.3333 4.63591 .129 -17.0037 2.3370
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 64,475.
*. The mean difference is significant at the ,05 level.
Estimated Marginal Means
Grand Mean
Dependent Variable:VHidup
Mean Std. Error
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
58.542 1.639 55.123 61.961
Univariate Analysis of Variance
Between-Subjects Factors
Value Label N
EBK 1 Kontrol 6
2 5mg/ kg bb 6
3 10mg/ kg
bb 6
4 100mg/ kg
bb 6
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Descriptive Statistics
Dependent Variable:Abnormalitas
EBK Mean
Std.
Deviation N
Kontrol 1.0000 .89443 6
5mg/ kg
bb 9.1667 3.43026 6
10mg/
kg bb 17.3333 2.42212 6
100mg/k
g bb 22.3333 3.82971 6
Total 12.4583 8.71271 24
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent
Variable:Abnormalitas
Source
Type III Sum
of Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected
Model 1580.458
a 3 526.819 63.664 .000
Intercept 3725.042 1 3725.042 450.156 .000
EBK 1580.458 3 526.819 63.664 .000
Error 165.500 20 8.275
Total 5471.000 24
Corrected Total 1745.958 23
a. R Squared = ,905 (Adjusted R Squared = ,891)
Post Hoc Tests
EBK
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Multiple Comparisons
Abnormalitas
LSD
(I) EBK (J) EBK
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig.
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
Kontrol 5mg/ kg
bb -8.1667
* 1.66082 .000 -11.6311 -4.7023
10mg/
kg bb -16.3333
* 1.66082 .000 -19.7977 -12.8689
100mg/
kg bb -21.3333
* 1.66082 .000 -24.7977 -17.8689
5mg/ kg
bb
Kontrol 8.1667* 1.66082 .000 4.7023 11.6311
10mg/
kg bb -8.1667
* 1.66082 .000 -11.6311 -4.7023
100mg/
kg bb -13.1667
* 1.66082 .000 -16.6311 -9.7023
10mg/
kg bb
Kontrol 16.3333* 1.66082 .000 12.8689 19.7977
5mg/ kg
bb 8.1667
* 1.66082 .000 4.7023 11.6311
100mg/
kg bb -5.0000
* 1.66082 .007 -8.4644 -1.5356
100mg/
kg bb
Kontrol 21.3333* 1.66082 .000 17.8689 24.7977
5mg/ kg
bb 13.1667
* 1.66082 .000 9.7023 16.6311
10mg/kg
bb 5.0000
* 1.66082 .007 1.5356 8.4644
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 8,275.
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Multiple Comparisons
Abnormalitas
LSD
(I) EBK (J) EBK
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig.
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
Kontrol 5mg/ kg
bb -8.1667
* 1.66082 .000 -11.6311 -4.7023
10mg/
kg bb -16.3333
* 1.66082 .000 -19.7977 -12.8689
100mg/
kg bb -21.3333
* 1.66082 .000 -24.7977 -17.8689
5mg/ kg
bb
Kontrol 8.1667* 1.66082 .000 4.7023 11.6311
10mg/
kg bb -8.1667
* 1.66082 .000 -11.6311 -4.7023
100mg/
kg bb -13.1667
* 1.66082 .000 -16.6311 -9.7023
10mg/
kg bb
Kontrol 16.3333* 1.66082 .000 12.8689 19.7977
5mg/ kg
bb 8.1667
* 1.66082 .000 4.7023 11.6311
100mg/
kg bb -5.0000
* 1.66082 .007 -8.4644 -1.5356
100mg/
kg bb
Kontrol 21.3333* 1.66082 .000 17.8689 24.7977
5mg/ kg
bb 13.1667
* 1.66082 .000 9.7023 16.6311
10mg/kg
bb 5.0000
* 1.66082 .007 1.5356 8.4644
*. The mean difference is significant at the ,05 level.
Estimated Marginal Means
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Grand Mean
Dependent Variable:Abnormalitas
Mean Std. Error
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
12.458 .587 11.233 13.683
Univariate Analysis of Variance
Between-Subjects Factors
Value Label N
EBK 1 Kontrol 6
2 5mg/ kg bb 6
3 10mg/ kg
bb 6
4 100mg/ kg
bb 6
Descriptive Statistics
Dependent Variable:Vmati
EBK Mean
Std.
Deviation N
Kontrol 11.3333 5.00666 6
5mg/ kg
bb 35.1667 7.67898 6
10mg/
kg bb 56.0000 8.50882 6
100mg/
kg bb 63.3333 10.07307 6
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Descriptive Statistics
Dependent Variable:Vmati
EBK Mean
Std.
Deviation N
Kontrol 11.3333 5.00666 6
5mg/ kg
bb 35.1667 7.67898 6
10mg/
kg bb 56.0000 8.50882 6
100mg/
kg bb 63.3333 10.07307 6
Total 41.4583 21.98019 24
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable:Vmati
Source
Type III Sum
of Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected
Model 9822.458
a 3 3274.153 50.782 .000
Intercept 41251.042 1 41251.042 639.799 .000
EBK 9822.458 3 3274.153 50.782 .000
Error 1289.500 20 64.475
Total 52363.000 24
Corrected Total 11111.958 23
a. R Squared = ,884 (Adjusted R Squared = ,867)
Post Hoc Tests
EBK
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Multiple Comparisons
VMati
LSD
(I) EBK (J) EBK
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig.
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
Kontrol 5mg/ kg
bb -23.8333
* 4.63591 .000 -33.5037 -14.1630
10mg/
kg bb -44.6667
* 4.63591 .000 -54.3370 -34.9963
100mg/
kg bb -52.0000
* 4.63591 .000 -61.6703 -42.3297
5mg/ kg
bb
Kontrol 23.8333* 4.63591 .000 14.1630 33.5037
10mg/
kg bb -20.8333
* 4.63591 .000 -30.5037 -11.1630
100mg/
kg bb -28.1667
* 4.63591 .000 -37.8370 -18.4963
10mg/
kg bb
Kontrol 44.6667* 4.63591 .000 34.9963 54.3370
5mg/ kg
bb 20.8333
* 4.63591 .000 11.1630 30.5037
100mg/
kg bb -7.3333 4.63591 .129 -17.0037 2.3370
100mg/
kg bb
Kontrol 52.0000* 4.63591 .000 42.3297 61.6703
5mg/ kg
bb 28.1667
* 4.63591 .000 18.4963 37.8370
10mg/
kg bb 7.3333 4.63591 .129 -2.3370 17.0037
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 64,475.
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Multiple Comparisons
VMati
LSD
(I) EBK (J) EBK
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig.
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
Kontrol 5mg/ kg
bb -23.8333
* 4.63591 .000 -33.5037 -14.1630
10mg/
kg bb -44.6667
* 4.63591 .000 -54.3370 -34.9963
100mg/
kg bb -52.0000
* 4.63591 .000 -61.6703 -42.3297
5mg/ kg
bb
Kontrol 23.8333* 4.63591 .000 14.1630 33.5037
10mg/
kg bb -20.8333
* 4.63591 .000 -30.5037 -11.1630
100mg/
kg bb -28.1667
* 4.63591 .000 -37.8370 -18.4963
10mg/
kg bb
Kontrol 44.6667* 4.63591 .000 34.9963 54.3370
5mg/ kg
bb 20.8333
* 4.63591 .000 11.1630 30.5037
100mg/
kg bb -7.3333 4.63591 .129 -17.0037 2.3370
100mg/
kg bb
Kontrol 52.0000* 4.63591 .000 42.3297 61.6703
5mg/ kg
bb 28.1667
* 4.63591 .000 18.4963 37.8370
10mg/
kg bb 7.3333 4.63591 .129 -2.3370 17.0037
*. The mean difference is significant at the ,05 level.
Estimated Marginal Means
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Grand Mean
Dependent Variable:Vmati
Mean Std. Error
95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
41.458 1.639 38.039 44.877
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